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RESUMEN 
La clínica reproductiva equina actual persigue mejorar la calidad seminal de 
sementales subfértiles, (la cual, además, se ve afectada por el procesamiento del semen) y que 
ésta se conserve durante el almacenamiento. 
El objetivo de este trabajo es presentar un caso clínico remitido al Hospital Clínico 
Veterinario Complutense, sobre un semental que presenta una baja calidad seminal, siendo la 
fertilidad del primer lote de yeguas del 0%. 
Ante estos resultados se decide realizar  un procesado del sem en, desarrollado por 
nuestro laboratorio, enfocado a aum entar su calidad mediante un protocolo de centrifugación 
coloidal con EquiPure® (Nidacon International AB).  
La aplicación de este protocolo consigue aumentar la calid ad seminal y m antenerla 
durante la conservación en refrigeración, ob teniéndose unos resultados de fertilidad total del 
57,1%, lo que lo valida com o método efectivo pa ra el procesado del sem en en casos de 
sementales subfértiles. 
Palabras clave: semen, equino, sem ental subfértil, centrifugación coloidal,  
EquiPure®. 
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ABSTRACT 
Current equine reproductive clinic aims to improve subfertile stallions semen quality, 
(which is furthermore affected by the processi ng protocol) and m aintain this quality  during 
storage. 
 The aim of this paper is to present a case referred to the Hospital Clínico Veterinario 
Complutense, of a stallion with low sperm  quality, and 0% fertility  rate in the f irst batch of 
mares served. 
 Due to these results it was decided  to perform a special sem en processing protocol, 
developed by our lab oratory, in order to increase its quality th roughout a colloid al 
centrifugation technique with EquiPure®  
This system is able to increas e semen quality and m aintain itduring cooling  
preservation, obtaining result s of around 57,1% of total fertility, which validates this  
technique as an effective method for subfertile stallions semen processing. 
Keywords: semen, equine, subfertile stallion, colloidal centrifugation, EquiPure®,  
 
INTRODUCCIÓN 
 
El desarrollo de la insem inación artificial ha aporta do grandes ventajas a la 
reproducción animal, permitiendo el m áximo aprovechamiento del p otencial genético de 
sementales de alta calidad, m ejorando el control sanitario, evitando posibles daños durante la 
monta o el transporte de animales e incluso mejorando los resultados de fertilidad en casos de 
yeguas subfértiles. 
La inseminación artificial se puede realiz ar mediante semen fresco, refrigerado  o 
congelado. El sem en equino es muy sensible  a la m anipulación y a los procesos de 
conservación, esto es  debido a que duran te el pro cesamiento y alm acenamiento, los 
espermatozoides sufren estrés oxidati vo, estrés osm ótico (Ball, 2008) y cam bios 
característicos de apoptosis (Brum et al., 2008), como la activación de caspasas o desórdenes 
en los líp idos de la mem brana plasmática como la exteriorización d e la fosfatidilserina 
(Thomas et al., 2006), disminuyendo la calidad del semen (Ball, 2008). 
Sin embargo, estos cambios no s on iguales en todos los sem entales, de m odo que 
existe una gran variabilidad individual en cuanto a la tolerancia del semen a la manipulación y 
la refrigeración; esto se traduce en que un tercio de los sem entales no soportan el proceso de 
refrigeración (Allen, 2005).  
En el caso de la congelación, se considera que sólo el 30%  de sementales tienen una 
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buena capacidad de congelación, independiente mente de su fertilidad en m onta natural 
(Brinsko et al., 2000; Loomis y Graham, 2008). 
Además, si se trata de caballo s de Pura Raza Española, cabe  destacar la baja calidad 
seminal del sem en fresco (Benito et al., 2003), partiendo de un núm ero limitado de 
ejemplares que super an el 50% d e motilidad progresiva, lo que  empeora los res ultados 
obtenidos tras el procesamiento del semen. 
Debido a todo lo seña lado anteriormente, en la clín ica actual se tiende a mejorar la 
calidad del sem en mediante varias técnicas y a conseguir que ésta se m antenga durante el 
almacenamiento, ya sea en refrigeración o en congelación (Johannisson et al., 2009). 
Algunas de las técnicas em pleadas con este fin son: la separación del plasm a seminal 
(Brinsko et al., 2000; Loomis, 2006; Aurich, 2008), los colchones de centrifugación (Ecot et 
al., 2005; Waite et al., 2008) y las técnicas de selección de espermatozoides, las cuales tienen 
como resultado las obtención de un m enor número de espermatozoides que la muestra inicial 
pero con mejores  características, p or ejemplo, la m igración espermática (con la que se 
obtienen espermatozoides con mayor motilidad), la filtración (se mejora la integridad de la  
membrana) y la cen trifugación coloidal (cuyo resultado es una m ayor motilidad, mayor 
proporción de esperm atozoides morfológicamente normales, con buena estabilidad de 
membrana e integridad de la cromatina) (Morrell et al., 2009a; Morrell et al., 2009b), y menor 
proporción de esperm atozoides con cam bios apoptóticos (los cuales están relacionados con 
infertilidad en otras especies) (Brum et al., 2008). 
Esta centrifugación coloidal puede dividirs e a su vez en centrifugación en una única 
capa y centrifugación con gradientes de densidad (Morrell et al., 2008).  
Los sistemas de centrifugación por gradientes de densidad (EquiPure®) presentan dos 
importantes desventajas, la primera es que su  preparación es lenta y complicada (existiend o 
una alta probabilidad de que los dos com ponentes se mezclen); además, los componentes son 
costosos, lo que encarece el p rocesamiento del sem en. Esto es debido a q ue están 
desarrollados para la centrifugación de pe queños volúmenes de semen utilizados en las  
técnicas de fecundación in vitro (Macpherson et al., 2002; Varner et al., 2008).  Por ello, se 
han desarrollado diferentes protocolos utili zando un solo gradiente, lo que simplifica y 
abarata el proceso, con unos resultados sim ilares al uso de dos gradie ntes (Gutiérrez-Cepeda 
et al., 2011). 
Además de su función como medio de selección de espermatozoides, la centrifugación 
mediante gradientes (EquiPure®) ha dem ostrado ser también efectiva a la hora de eliminar 
agentes patógenos del semen (Johannisson et al., 2009; Morrell, 2009). 
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El objetivo de este trabajo es presentar la aplicación c línica de un nuevo protocolo 
simple y económico del método EquiPure®. 
 
CASO CLÍNICO 
 
Presentación del caso: 
Durante la temporada de reproducción 2010, i ngresa en el HCVC (Hos pital Clínico 
Veterinario Complutense) un semental P.R.E. (Pura Raza Español) de gran valor genético con 
una lesión que requiere un periodo de rehabilitación; dicha patología le im pide además que 
desarrolle una actividad normal como reproductor, en monta natural. 
El propietario no cu enta en su  yeguada con las instalaciones necesarias para pod er 
tener un manejo adecuado de insem inación artificial durante la recuperación, por lo que 
decide acudir al HCVC, el cual le ofrece los medios para realizar una correcta rehabilitación y 
para evitar un agravamiento de la lesión, realizando extracciones de semen sobre un fantasma 
a baja altura con un bajo ritmo de recogida. 
Evaluación seminal: 
Durante los primeros días se entrena al ca ballo para que salte en el fantasm a y se 
realiza una primera evaluación seminal. 
Tras la recogida de semen, se  filtra para retirar la fr acción de gel del eyaculado, se 
mide el volum en y se determ ina la concentració n espermática en un  fotómetro 
(SpermaCue®). La m otilidad total (MT) y pro gresiva (MP) se eva lúa en un m icroscopio 
óptico con pletina calefactora, en u na muestra de sem en diluido 1:1 en INRA 96 ® (IMV; 
France), esta medición se realiza siempre por la misma persona. 
 Los resultados de m otilidad obtenidos son  muy m alos (25% de MP), achacab les 
posiblemente a un largo periodo de reposo repro ductivo, por lo que se realizan extraccion es 
hasta agotar las reservas esperm áticas. El rest o de los parám etros analizados se en cuentran 
dentro del rango fisiológico. 
Una vez agotadas es tas reservas, la calidad  seminal se estab iliza presentando 
eyaculados que no superan en ningún m omento el 40% de MP. Aun en estas circunstancias 
desfavorables el propietario decide inseminar sus propias yeguas mediante inseminación 
artificial con semen refrigerado. 
Procesamiento seminal: 
Comenzamos con un sistem a de refrigerac ión tradicional centrifugando el sem en en 
INRA 96® a 450g durante 7 m inutos para retirar el pl asma seminal, el semen se envía  a la 
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propia yeguada con un m argen entre la recogi da y la insem inación menor a 16 horas, la 
motilidad observada por el veterinario de la yeguada no supera en ningún caso el 20% de MP. 
 Se  realiza una sola insem inación en la s yeguas 24 horas después de inducir la 
ovulación con hCG (Gonadotropina Coriónica humana). El diagnóstico de gestación se realiza 
mediante ecografía a los 15 días postovulación, obte niendo una fertilidad del 0% en el prim er 
lote de 3 yeguas. 
 Debido a estos resultados, se decide proba r para el procesado del semen una técnica 
de purificación basada en la separación de los esperm atozoides mediante gradientes de 
densidad.  
Esta técnica, en concreto el sis tema EquiPure®, consta de dos colo ides con d istinta 
densidad, Bottom Layer®, con una densidad de  80% y Top Layer®, con 40% de densidad, 
que permite la separación de los esperm atozoides en función de sus puntos isopícnicos (se 
sitúan en el gradiente q ue tenga su m isma densidad) de modo que los esperm atozoides con 
anormalidades morfológicas o con m enor motilidad, permanecen en las capa s superiores, 
mientras que los morfológicamente normales y los de mejor motilidad, descienden más fácil y 
rápidamente a través de los coloides  formando un pellet en el fondo (E dmond et al., 2008). 
Con este sistema se han obtenido buenos resultados (Stoll et al., 2008; Sudderth et al., 2010; 
Mari et al., 2010;  Macpherson et al., 2002; Varner et al., 2008; Edmond et al., 2008) tanto a 
las 3 horas de la centrifugación com o a la s 24 y 48 horas (m anteniendo la muestra en 
refrigeración a 5ºC) encontrándose diferencias significativas con las muestras no sometidas a 
esta técnica (Johannisson et al., 2009). 
El protocolo original, recom endado por la casa com ercial de este producto, establece 
las siguientes cantidades de ambas capas de coloides para un volumen de semen determinado 
(Tabla 1) 
 
Volumen 
eyaculado 
Tamaño del tubo 
(ml) 
Volumen Bottom 
layer (ml) 
Volumen Top 
layer (ml) 
Volumen de 
semen por tubo 
(ml) 
Pequeño 10-15 2 2 2-3 
Mediano 50-60 5 5 4-6 
Grande 50-60 10 10 7-10 
 
Tabla 1: Protocolos recomendados por Nidacon International AB 
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Sin embargo, debido al im portante gasto que este protocolo conlleva y a su 
complejidad técnica, en el HCVC, desarrollamos un nuevo pr otocolo, utilizando m enores 
cantidades de coloides.  
Se preparan en un tubo de centrifugaci ón de 50 m l, los dos componentes de 
EquiPure®, en dos capas, 5m l de Bottom  Layer® y sobre él 5m l de Top Layer®. Esta 
maniobra debe hacerse con m ucho cuidado para evitar que los dos componentes se m ezclen, 
lo que daría como resultado una so la fase con una densidad intermedia, lo que inutilizaría el 
gradiente. Una vez se han colocado los dos co mponentes, se añade resbalando por las paredes 
del tubo y despacio para evitar que se rom pa la interfase, 10 ml de sem en (previamente 
diluido 1:1 con INRA 96®), de m odo que al final queden en el tubo de centrífuga, tres capas 
diferenciadas (Figura 2). Finalmente, se centrifuga durante 20 minutos a 300g.  
Una vez centrifugado, se observa en el fondo del tubo un pellet (form ado por l os 
espermatozoides con mejor m otilidad, morfología y m enores índices de fragm entación de 
DNA), que han atravesado los coloid es para llegar hasta el fondo (Figura 1) . Con la ayuda de 
una pipeta, se separan los coloid es del pellet y éste se resu spende y se d iluye hasta la 
concentración de 50x106 espermatozoides mótiles progresivos (EMP) por mililitro. 
 
Fig. 1 
 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: esquema de l as capas observadas antes (izqda) y después (dcha) de la 
centrifugación 
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Debido a los resultados obtenidos en esta prueba, se comienza un protocolo de trabajo, 
de dos o tres extraccio nes semanales, preparación de semen con el  sistema EquiPure®, 
dilución en INRA 96®  y posterior preparación de dosis con 1000x10 6 de esperm atozoides 
mótiles progresivos. Las dosis se mantienen en refrigeración a 5ºC en cajas isotérmicas que 
contienen acumuladores de frío en su interior  y son enviadas en un plazo m áximo de 6 horas 
tras la extracción. Así m ismo, esta mejora en los parámetros de los esperm iogramas tras la 
centrifugación con EquiPure®, nos permite poner dosis seminales a la venta. 
Resultados obtenidos: 
Durante la estancia del caballo en el HCVC se le realizan un tota l de 40 extracciones, 
obteniéndose los siguientes valores medios tras la evaluación del semen (Tabla 2). 
 
Tabla 2 
Extraccio
nes 
Volumen 
(ml) 
Concentraci
ón 
(millones/ml
) 
Nº total 
spz(x106) 
MT (%) MP (%) EMP 
(x106) 
40 61,3 142 8713 60 40 3775
 
Tabla 2: Valores medios obtenidos en la evaluación seminal de los distintos eyaculados del 
semental 
 
En total, son insem inadas 35 yeguas; utilizándose un  núm ero total de 54 ciclos, 
obteniendo una fertilidad por ciclo (FC) del 37% (20/54) y una fertilidad total (FT) del 57,1% 
(20/35) (Figura 4). 
FC= nº de gestaciones/nº de ciclos inseminados 
FT= nº de gestaciones/nº de yeguas inseminadas 
Fig. 3 
 Figura 3: Fertilidad obtenida 
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DISCUSIÓN 
 
La elección de los  sementales en la especia equina se realiza en  función de su valor 
genético, no en función de su s calidad espermática (Varner et al., 2008), es por ello que es 
frecuente encontrarse con sementales muy valiosos y demandados que son subfértiles. 
Los medios desarrollados hasta ahora para mejorar la calidad sem inal en individuos 
subfértiles eran difícilm ente aplicables a la clínica reprod uctiva equina; sin em bargo, los 
estudios actuales buscan cons eguir protocolos con buenos re sultados pero disminuyendo los 
costes y el tiempo de procesamiento para hacerlos más asequibles. 
El objetivo de las nuevas técnicas de procesamiento es conseguir una población 
espermática con buenos parám etros de calidad , eliminando los esperm atozoides dañados o 
muertos, que pueden dañar al resto de célul as debido a los procesos de degradación, 
disminuyendo su viabilidad (Johannisson et al., 2009). Con esto se cons igue no sólo mejorar 
la calidad d el eyaculado, sino m antener dicha calidad durante el p eriodo de conservació n 
(Morrel et al., 2008; Johannisson et al., 2009; Morrell et al., 2009a; Morrell et al., 2009b). 
En nuestro caso, el únic o parámetro de calidad estudiado fue la motilidad progresiva, 
encontrando tras la centrifugación con EquiPure ®, un aumento importante (del 20%-40% en 
fresco al 61% tras la centrifugación ), que además se mantuvo durante el alm acenamiento a 
5ºC (del 20% sin tratamiento al 59,9% con este procesado a las 24h). De acuerdo con nuestros 
resultados, otros autores han descrito que el uso de gradientes de densidad mejora la motilidad 
(Macpherson et al., 2002 ; Morrell et al., 2008; Stoll et al., 2008; Johannisson et al., 2009;  
Morrell et al., 2009a; Morrell et al., 2009b; Morrell et al. , 2010) y la m antiene durante la 
refrigeración (Johannisson et al., 2009), adem ás de observar una m enor fragmentación del 
DNA (Brum et al., 2008; Johannisson et al. , 2009) y una mayor estabilidad de la m embrana 
plasmática (Stoll et al., 2008; Morrell et al., 2009a; Morrell et al., 2009b).  
Aunque hay estudios donde las tasas de fe rtilidad no mejoran cuando se usa sem en 
procesado con diferentes métodos de selección espermática; como el estudio en el que tras la 
inseminación intrauterina profunda con sem en procesado mediante filtración con sephadex y  
SLC (centrifugación en una única capa) con  Percoll (Nie et al., 2003) no encontraron 
diferencias significativas; y lo s estudios publicados  en 2002 realizados sobre muestras 
refrigeradas (Alvarenga y Leao, 2002)  y m uestras procedentes de epidídim o (Morris et al., 
2002) centrifugadas mediante gradientes de densidad para elim inar espermatozoides 
anormales o dañados por el pr oceso de conservación, donde tampoco encontraron diferencias 
significativas en cuanto a la fertilidad.  
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Hay otros estudios que com o en el nuestro  encuentran un aum ento de la fertilidad; 
Varner y colaboradores en 2008 obtienen una tasa de fertilidad (com binando DGC 
(centrifugación con gradientes de densidad) con inseminación por histeroscopia) del 75%, 
comparado con un 38% de fertilidad tras cen trifugación con colchón, mientras que Mari y 
colaboradores en 2010 obtienen resultados usando inseminación intrauterina profunda junto 
con centrifugación con gradientes de densid ad  del 62% por cicl o (con dosis de 130x10 6 
espermatozoides) frente al 43% por ciclo logrado tras centrifugación simple (dosis de 500x106 
espermatozoides).  
Estos resultados son sim ilares a los obtenidos es este trab ajo donde los resultados de  
fertilidad han aumentando en 57 puntos (0% vs. 57%).  
En nuestro caso no sólo hem os conseguido que un ganadero (que en otras 
circunstancias hubiera tenido que pe rder la temporada reproductiva) pueda tener potros de un 
semental de alta calidad genética, sino que además el coste económico que suponía la estancia 
del caballo fuera de la yeguada, la rehabilitaci ón y el m anejo seminal con productos de alto 
coste, ha sido del todo amortizado gracias a la venta de dosis a otros ganaderos.  
Como conclusión, podemos señalar que la centrifugación de grandes volúm enes de 
semen equino mediante gradientes de densidad permite incrementar la calidad seminal y la  
resistencia a la conservación en  refrigeración a 5ºC, aum entando la fertilidad de sementales 
subfértiles. 
Dentro de las perspectivas futuras se en cuentran la combinación de la centrifugación 
coloidal (utilizando una sola capa) (Gutiérrez- Cepeda , 2011), con técnicas de insem inación 
intrauterina profunda que podría n mejorar los resultados de fertilid ad, con un coste d e 
procesamiento asequible. 
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